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1. LISTA DE ABREVIACIONES

Centro Quiescente (CQ).

Dominio de Proliferacion Celular (DPC).

Dominio de Transicién (DT).

Dias Posteriores a la Germinacion (dpg).

Dias Posteriores a la Siembra (dps).

Longitud Celular Estimada en el Limite del Meristemo (LCELM)
Longitud de las Células Previa a la Mitosis (Injt).
Media de la Longitud de una Célula en Interfase (lin).
Tamafio Critico (leit).

tipo silvestre (WT).

XAANTAL 1 (XAL1).

Zona de Alargamiento (ZA).

Zona de Proliferacion (ZP).



2. INTRODUCCION

Arabidopsis thaliana se ha convertido en organismo modelo para el estudio de numerosos
aspectos de la biologia vegetal por diversas caracteristicas, como lo son la gran cantidad de
semillas que produce, un ciclo de vida corto, su tamafio relativamente pequefio, la totalidad
de su genoma secuenciado, la posibilidad de cultivar las plantulas in vitro y el hecho de que
existen colecciones de lineas mutantes para una gran cantidad de loci. La raiz también se ha
utilizado para entender las relaciones entre dindmicas celulares de proliferacion y especifi-
cacion del tipo celular durante la morfogénesis de un 6rgano complejo in vivo (Sabatini et
al., 2003; Wildwater et al., 2005; Caro et al., 2007; Tapia-L6pez et al., 2008). La raiz de A.
thaliana ha resultado Gtil como sistema modelo para estudios de desarrollo debido a su es-
tructura relativamente simple, su simetria radial y su organizacién linear (Dolan et al.,
1993; Benfey y Schiefelbein, 1994; Malamy y Benfey, 1997; Baskin, 2000; Tapia-Lopez et
al., 2008). Ya que presenta caracteristicas utiles que incluyen la relativa facilidad para acla-
rar las raices y la naturaleza de su crecimiento, que es continuo y mas bien uniforme, sin
ninguna transicion mayor de desarrollo (Benfey y Schiefelbein, 1994). Finalmente, la raiz
de Arabidopsis presenta un patrén de zonacion longitudinal a diferencia del meristemo
aéreo, en el que no hay una separacion entre la zona donde ocurre proliferacién y la zona de

alargamiento (lvanov, 1981).

2.1 Organizacién de la raiz

Para propositos descriptivos, Benfey y Schiefelbein (1994) han dividido longitudinalmente
a la raiz de A. thaliana en tres zonas: el meristemo, que incluye el nicho de células tronca-
les, este ultimo formado por el centro quiescente (CQ) y las células troncales funcionales
(células iniciales) que lo rodean y la zona de proliferacion (ZP), la zona de alargamiento
(ZA), en la que las células ya no se dividen y se alargan rapidamente; y la zona madura
(ZM), en la que las células han adquirido sus atributos totalmente diferenciados; en esta
ultima zona no existen ni divisiones ni crecimiento celular en la mayoria de los tejidos
(Fig. 1). En un corte transversal de la raiz se puede observar un cilindro central diarco, cuya
capa mas externa es el periciclo y fuera de esta capa se encuentra la endodermis, que se

encuentra rodeada por el cortex y éste a su vez por la epidermis (Dolan et al., 1993).

10



Zona madura

Zona de alargamiento

Dominio de proliferacion celular  Dominio de transicion

Ivanov y Dubrovsky, (2012) han dividido al me-
ristemo en dominio de proliferacion celular
(DPC), donde existe una alta probabilidad de que
las celulas se dividan mitoticamente; y en dominio
de transicion (DT), en el que aun se pueden dividir
las células pero la probabilidad de que esto suceda
es muy baja (ver Fig. 1). EI meristemo apical de la
raiz es un complejo de tejidos, y el producto de su
actividad mitdtica da origen a los tejidos organiza-
dos que conforman la raiz madura y funcional, y
debido a que esta constituido por una gran canti-
dad de células proliferativas es especialmente Util
para investigaciones sobre produccién celular
(Webster y MacLeod, 1980).

El CQ es un grupo de células cuya activi-
dad mitética se mantiene reprimida la mayor parte
del tiempo y cuya division, a lo menos comproba-
do para otras especies, da origen a los cuatro tipos
de células iniciales de la columela y a las células
iniciales de epidermis/cofia lateral,
cortex/endodermis y cilindro vascular (Webster y

[ Epidermis MacLeod, 1980; Baskin, 2000). EI CQ constituye

[ Cortex una poblacion de células troncales que esta carac-
. Endodermis

. Periciclo
[cilindrovascular ~ Figura 1. Corte longitudinal del meristemo, ZA y zona

i
I

|
|"!
fi §

| [nicialesde de diferenciacion de la raiz de A. thaliana a 7 dias post

cortex-endodermis

=
=

[l Centro quiescente  SiEMbra, donde se distinguen sus nueve tipos celulares,

7
L

..,..",“;m

[ Columela asi como su patron de zonacion.

. Cofia lateral
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terizada una baja actividad proliferativa y un ciclo celular mas largo respecto a las células
proliferativas (Webster y Mac-Leod, 1980; Baskin, 2000; Shishkova et al., 2008).

Las raices han sido clasificadas en cuatro tipos: primaria, lateral, adventicia y basal,
dependiendo de donde y cuando se originaron en el transcurso del desarrollo de la planta
(Webster y MacLeod, 1980). Para fines del presente trabajo sélo se abordara el primer tipo.
La raiz primaria se deriva directamente de la raiz embrionaria o radicula y su desarrollo se
divide en: maduracién, que es la etapa en la que se establece la raiz a partir de un primordio
(Webster y MacLeod, 1980); y germinacion (definida por Evert, 2008, como la reanudacion
del crecimiento del embrion en la semilla), la cual cubre el desarrollo después de la dor-
mancia y da lugar al establecimiento del meristemo en estado estable (Webster y MacLeod,
1980), es decir, cuando la tasa de proliferacion y diferenciacion han llegado a un equilibrio.
El tamafio de la raiz se determina contando el nimero de células corticales desde el CQ

hasta el pelo radicular mas proximal (Willemsen et al., 1998).

2.2 El crecimiento de la raiz

El crecimiento de la raiz depende de dos factores, la tasa de produccion celular (P) del me-
ristemo, que es el nimero de células producidas por unidad de tiempo, y la tasa de alarga-
miento de las células, que se refiere al incremento en la longitud celular por unidad de
tiempo, en la ZA (Beemster y Baskin; 1998). Si bien tanto la tasa de produccion celular
como la tasa de alargamiento son importantes para determinar la tasa de crecimiento de la
raiz, es a este Ultimo proceso al que se debe el mayor aporte de este crecimiento (lvanov,
1994; Beemster y Baskin, 1998; Baskin, 2000). La tasa de crecimiento de la raiz después de
la germinacion es relativamente baja, pero se incrementa conforme aumenta el nimero de
células en el meristemo y por lo tanto, su tasa de produccién celular, y aquellas que ya

estan en la zona de diferenciacion®.

Para que el meristemo pueda mantener su tamafio constante, la tasa de produccion
celular debe ser igual a la tasa de transito de las células a la parte no meristematica de la

raiz. Dentro del meristemo, serd en el DPC en donde se produzcan las células que, debido

! La tasa de produccién celular (P) es directamente proporcional al nimero de células proliferativas en el
meristemo e inversamente proporcional a la duracion del ciclo celular.
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al desplazamiento respecto al CQ como consecuencia del crecimiento celular relativamente
lento y de las citocinesis (definida por Campbell et al., 2009, como la division del cito-
plasma para formar dos células hijas) sucesivas de las células mas distales entraran al DT y
posteriormente a la ZA, donde las células salen del ciclo mitotico (Ivanov y Dubrovsky,
2012). Las celulas en la raiz se diferenciaran debido a la presencia de citocininas (Dello
loio et al., 2007) y a una disminucion en la concentracion de auxinas en la ZA. Estas células
se diferenciaran, eventualmente, para formar los tejidos maduros de la endondermis, el
cortex, la epidermis y el cilindro vascular. Una disminucion en el tamafio del meristemo
significara una reduccion en el nimero de células que entran en la ZA, y por lo tanto, en el
namero de células que se estaran alargando en un determinado momento, lo que disminuira
la tasa de crecimiento de la raiz. Esta tasa de crecimiento también disminuira en el caso de

una disminucion en la tasa de alargamiento celular.

La tasa de produccién celular aumentara conforme se incremente el tamafio del me-
ristemo, lo cual tiene lugar desde el origen de la raiz primaria hasta que llega a su tamafio
maximo; e ird disminuyendo conforme se reduzca el tamafio del meristemo, lo que causara
que éste se determine y la raiz deje de crecer (Shishkova et al., 2008). La raiz tiene la capa-
cidad de regular el nimero de células proliferativas de manera espacial al mantener la proli-
feracion hasta una cierta posicion, o de manera temporal, al mantener la proliferacion hasta
un determinado namero de ciclos celulares y ya sea que el control sea ejercido espacial o
temporalmente, este mecanismo de regulacion es llevado a la maquinaria de control de ci-

clo celular mediante sefiales que ain se desconocen (Baskin, 2000).

2.3 El tamaio del meristemo

El tamafio del meristemo esta regulado principalmente por un balance entre dos fitohormo-
nas, las auxinas, cuyo gradiente en la raiz tiene una mayor concentracion en el nicho de
células troncales (NCT), lo que permite el establecimiento del CQ, y al disminuir dicho
gradiente conforme se aleja del NCT (Petersson et al., 2009) dara lugar a la prolieracion
celular (Blilou et al., 2005); y su antagdnico, las citocininas, que promueven la diferencia-

cién celular en el DT (Dello loio et al., 2007).
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Para determinar el tamafio del meristemo Casamitjana-Martinez et al. (2003) conta-
ron el nimero de células en las filas de cortex proximales al CQ que aun no se alargaban
rapidamente. Moubayidin et al. (2010) determinaron el tamafio del meristemo de la misma
manera, obteniendo un resultado similar, y propusieron que debido a la activacion de los
genes ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR 1 (ARR1) y ARABIDOPSIS RESPONSE
REGULATOR 12 (ARR12), que incidiran en la percepcion y respuesta de las células a las
citocininas mediante la activacion de SHORT HYPOCOTYL 2 (SHY2), se establece un ba-
lance entre la proliferacion y la diferenciacion celular por lo que el tamafio del meristemo
deja de aumentar a los 5 dias posteriores a la germinacion (dpg). Sin embargo, Beemster y
Baskin (1998) previamente reportaron un incremento en el tamafio del meristemo en dias
posteriores al 5% dpg, determinando el limite promedio del meristemo para raices indivi-

duales como la posicion en la que la tasa de produccion celular alcanza un valor de cero.

En sensu stricto, el tiempo de vida de una célula en el meristemo no dura mas que el
tiempo que ésta tarda en completar la citocinesis, sin embargo, se ha calculado como el
tiempo en el que la pared celular mas distal de una célula sale de la zona meristematica y
por lo tanto, el tiempo de vida de una célula (Ivanov, 1997) en el meristemo sera directa-
mente proporcional al nimero de ciclos celulares necesarios para formar todas las células
en el meristemo (Beemster y Baskin, 1998). Beemster y Baskin (1998) sugirieron que al
incrementar el tamafio del meristemo, el tiempo de permanencia de las células en el mismo
incrementa, y que esta prolongacion en el tiempo en el que las células se estaran dividiendo
puede ser el evento regulatorio que incrementa la tasa total de produccidn celular y aumenta
la tasa de crecimiento de la raiz, incidiendo en el nimero de células del meristemo con una

tasa de alargamiento mayor (las células de la parte proximal del mismo).

Si bien, lo reportado por Beemster y Baskin (1998) y por Dello loio et al. (2007)
tienen fuertes fundamentos metodoldgicos y conceptuales, existe una discrepancia entre sus
resultados respecto al tamafio del meristemo y a cuando deja de crecer, cuestion que es ne-
cesario aclarar para poder homogenizar criterios en el estudio de la dindmica celular de la

raiz.
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2.4 Tamario celular critico

En el ciclo celular, cuya duracion es el intervalo de tiempo entre la formacion de una célula
y su subsecuente division (Webster y MacLeod, 1980), los procesos de sintesis de ADN y
division celular (mitosis) estan coordinados de modo que la replicacion de todas las se-
cuencias de &cido desoxirribonucleico (ADN) se haya completado antes de que la célula
avance hacia la siguiente fase del ciclo (Stryer et al., 2003). El ciclo celular esta dividido en
dos partes principales: la mitosis, en la que se separan los cromosomas y ocurre la division
celular; y la interfase, que es el periodo de tiempo entre el término de una mitosis y el prin-
cipio de otra (Cooper y Hausman, 2009). El proceso de sintesis de ADN divide al ciclo ce-
lular en cuatro fases discretas: la fase M, donde ocurre la mitosis y posteriormente la citoci-
nesis; la fase Gy, que es el intervalo entre la mitosis y el inicio de la replicacion del ADN;
posteriormente la fase S, en la que se replica el ADN; y finalmente la fase G, en la que el
crecimiento celular continla y se sintetizan proteinas para la proxima mitosis (Cooper y
Hausman, 2009).

En la raiz si una célula saliese del ciclo celular, es decir, que entrase en la fase Gy,
su longitud deberia incrementar en un factor de 2" respecto a sus células vecinas que adn
permanecieran en el ciclo, siendo n el nimero de ciclos que han pasado a partir del cual
dejo de dividirse, dado que la tasa de alargamiento relativa de células vecinas es la misma
(Baskin, 2000; lvanov et al., 2002). Por lo tanto, medir la longitud de las células permite

inferir si éstas aun son proliferativas y calcular la tasa de division celular (Baskin, 2000).

Dobrochaev e Ivanov (2001) reportaron que el tamafio celular en el meristemo de la
raiz se mantiene relativamente constante como resultado de la division de las células al al-
canzar cierto tamafio critico (l¢rit), que es el tamafio maximo que puede alcanzar una célula
proliferativa y al cual llegara antes de dividirse, y el I esta sujeto a variacion dependiendo
de la region del meristemo en la que se encuentre. El l.i; es aproximadamente igual a la
longitud de las células previa a la mitosis (Iit), dado a que las células se alargan muy poco
durante este proceso. El tamafio critico juega un papel esencial para la transicion a la mito-
sis y hay una precision relativamente alta en dicha regulacion. Los mecanismos de esta re-
gulacién pueden estar basados en la sensibilidad de las células a la proporcion nucleocito-

plasmatica, como se ha reportado en plantas y en otros organismos (Dobrochaev e Ivanov,
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2001). Dobrochaev e Ivanov (2001) mencionan que debido a que es imposible determinar
precisamente el I, es dificil decir a qué proporcion lindlmit (donde liyces la media de la lon-
gitud de una célula en interfase) se puede considerar que las células han excedido el It
Cuando menos dos condiciones deberian ser observadas durante la transicion a la division:
el que la célula alcance un tamafio critico (lo que sucede en la fase G,) y la culminacion del
ciclo mitdtico. Dobrochaev e Ivanov (2001) reportaron que la transicion a la mitosis en un
cierto tamafio, refiriéndose al I, €s obligatoria para todo el meristemo, y que el I difiere
en diferentes tejidos y en diferentes filas de células del mismo tejido, y fluctia, en menor

medida, debido a la variabilidad individual de las raices.

En la division celular la célula madre que es aquella célula que entra en division,
darda lugar a dos células hijas, y cada cudl sera la célula hermana de la otra (Esau, 1977). En
la mayoria de los casos, de cada dos células hermanas la mas larga sera la primera en entrar
a mitosis, ya que alcanzard el I primero que la célula hermana, de modo que la duracion
de su ciclo celular es, en promedio, un 15% mas corta (Ivanov, 1971; Webster, 1979; Bar-
low, 1987; Baskin, 2000). La especificidad de la I promedio para filas individuales sugie-
re una herencia del I por las células; esto es confirmado por la comparacién de I de las
células hermanas y vecinas (Dobrochaev e Ivanov, 2001). Las diferencias entre las células
hermanas fueron marcadamente mayores que entre las células vecinas, lo cual se debe no
solo a las diferencias en I sino también a la diferencia en tiempo de entrada de las células
en mitosis, que esta determinada por la diferencia en su tamafio al momento en el que apa-
recen (Dobrochaev e lvanov, 2001). Para poner a prueba la robustez del Ii: como el princi-
pal parametro autonomo que dara lugar a la division celular seria Gtil el analizar el tamafio
de las células en plantulas cuyo ciclo celular esté alterado, como es el caso de XAL1, un gen
de la familia MADS-box.

2.5 MADS-box y XAANTAL 1 (XAL1) 0 AGAMOUS-LIKE12 (AGL12)

El dominio MADS, nombrado a partir de haberlo encontrado en las proteinas MINICH-
ROMOSOME MAINTENANCE 1 (MCM1), AGAMOUS (AG), DEFICIENS (DEF) y
SERUM RESPONSE FACTOR (SRF), es un dominio de unién a ADN altamente conser-

vado de una familia de factores transcripcionales codificados por los genes de la familia
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MADS-box (Gramzow et al., 2010). La familia de genes MADS-box esta presente en los
tres principales grupos de eucariontes: animales, plantas y hongos (Dubois et al., 1987;
Messenguy y Dubois, 2003; Gramzow et al., 2010) y los genes de esta familia son clasifi-
cados, por la similitud en sus secuencias y caracteristicas estructurales, en dos clases: los
linajes tipo | y tipo Il, los cuales derivaron de una duplicacion ancestral antes de la diver-
gencia de los animales y las plantas (Alvarez-Buylla et al., 2000). Las proteinas del linaje
tipo 1l APETALAL (AP1), CAULIFLOWER (CAL), AGAMOUS (AG), APETALA3 (AP3), y
PISTILATA (PI) comparten una region de 56 aminoacidos altamente conservada, que cons-
tituye el dominio MADS (Rounsley et al., 1995). Los genes MADS-box juegan diversos
papeles en el desarrollo de la planta (Alvarez-Buylla et al., 2000), siendo de principal in-
terés para este trabajo AGL12, un gen de la familia MADS-box que esta implicado en la

regulacién del ciclo celular (Tapia-L6pez et al., 2008).

AGAMOUS-Like 12 (AGL12), un gen MADS-box tipo Il de Arabidopsis thaliana,
se reportd por primera vez en la literatura en el trabajo de Rounsley et al. (1995), quienes
ubicaron el locus del gen en el cromosoma 1 entre el marcador morfoldgico apetalal (apl)
y el marcador RFLP LAt237. Un analisis filogenético demostr6 que los genes de A. thalia-
na; AGL12, AGL14, AGL15 y AGL17, divergieron muy temprano de un gen MADS-box
ancestral y se expresan en tejidos vegetativos (Rounsley et al., 1995). En particular, AGL12
se expresa en la raiz primaria, cilindro central de la raiz y embriones en desarrollo (Burgeff
et al., 2002). Estudios posteriores demostraron que AGL12 no solo se expresa en la raiz,
sino que también se expresa, con menor intensidad, en el tejido vascular de hojas y meris-
temos florales, donde participa en la transicion a la floracion al regular positivamente a
SUPPRESSOR OF OVEREXPESSION OF CO 1 (SOC1), FLOWERING LOCUS T (FT) y
LEAFY (LFY) (Tapia-Lopez et al., 2008).

Tapia-Lopez et al. (2008) caracterizaron alelos de pérdida de funcién de AGL12.
Encontrando un fenotipo caracterizado por un crecimiento lento de raiz corta y floracion
tardia en estos alelos y renombraron a este gen como XAANTAL1 (XAL1), del vocablo ma-
ya xaantal, que significa: “tomar mas tiempo”. Como se puede observar en la Figura 2, la
longitud de la raiz de xall-2 respecto a la de tipo silvestre (WT) es menor, siendo esta la

caracteristica fenotipica macroscépica distintiva en este mutante de pérdida de funcion.

17



Figura 2. Plantulas de A. thaliana de 7 dps, donde: 1) 35S::XAL1, 2) xal1-2 y 3) WT. Barra= 1 cm.

Tapia-Lopez et al. (2008) mostraron que la duracion del ciclo celular en las raices
de las lineas de pérdida de funcion de XALL1 es significativamente mayor, y también presen-
tan un menor tamafio del meristemo, una disminucion en la tasa de produccién celular y
una longitud promedio menor en las células completamente alargadas. Estos datos sugieren
que XALL1 participa en la regulacion del ciclo celular, en el tamafio del meristemo y en el
alargamiento de las células de la raiz. Utilizando las lineas reporteras XAL1::GUS y
XAL1::GFP se demostrd que la expresion de este gen en el floema se activa mediante auxi-
nas (IAA) (Tapia-Lopez et al.,2008). También se ha reportado que al expresar a XAL1 de A.
thaliana en una linea de células de Catharanthus roseus en suspension se forman cuerpos

globulares parenquimatosos y se induce la biosintesis de ajmalicina (Montiel et al., 2007).

Dado que xall-2 presenta alteraciones en la duracion del ciclo celular y en el tama-
fio del meristemo (Tapia-Lopez et al., 2008) este alelo de pérdida de funcidn, junto con
lineas de sobreexpresion 35S::XAL1, son una buena herramienta para estudiar la regulacion
de la division celular en la raiz de A. thaliana. Al estar alterada la duracion del ciclo celular
en xall-2 surge la pregunta: ¢esta mayor duracion se debe a que las células se dividen a un
tamario critico mayor o simplemente tardan mas tiempo en alcanzar ese tamafio critico? La
respuesta a esta pregunta implica conclusiones diferentes. Si el tamafio critico de division
celular se mantiene en mutantes con un ciclo celular mas largo, esto supondra que la tasa de
crecimiento celular es menor. En contraste, si la tasa de crecimiento celular se mantiene

igual en mutantes con un ciclo celular mas largo, el tamafio critico de division celular se
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vera alterado. El analisis de la distribucion de las longitudes de las células a lo largo del
meristemo puede proporcionar informacion acerca de las posibles causas de la alteracion
del ciclo celular en alelos de pérdida de funcion de XAL1. Por otro lado, el analizar el ta-
mafio del meristemo a lo largo del tiempo puede ayudar a explicar las razones de su reduci-
do tamarfio en xall-2 en comparacion con las raices WT. Este analisis proporcionara una
vision dinamica del comportamiento de los meristemos de raices WT, asi como de los fon-
dos de pérdida y ganancia de funcion del XAL1. En este trabajo se presenta un analisis
comparativo de la distribucion de la longitud de las células de cortex en la zona de creci-
miento (meristemo y ZA) de la raiz de Arabidopsis thaliana en tres fondos genéticos distin-
tos: raices WT, y lineas de pérdida de funcion y sobreexpresién de XAL1. Se analizaron
células de cortex pues son facilmente identificables en el plano medio. Este analisis compa-

rativo se hizo ademas en dos edades distintas, 7 y 9 dias posteriores a la siembra (dps).
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3. JUSTIFICACION

El gen MADS-box XAANTALL1 (XAL1) es, hasta el momento, el Gnico gen de esta familia
en Arabidopsis thaliana cuya funcion se ha relacionado con la regulacion de la duracion del
ciclo celular y el tamafio del meristemo apical de la raiz. A pesar de lo anterior, no se ha
hecho un analisis cuantitativo a nivel celular en diferentes tiempos, que pueda generar indi-
cios de los procesos en los que participa este gen. En este trabajo se propone realizar un
analisis de la distribucién de las longitudes de células de cdrtex en la zona de crecimiento
de la raiz, caracterizando espacial y temporalmente el meristemo en fondos de pérdida y
ganancia de funcién de XAL1 y comparandolo con raices WT. Este tipo de analisis es poco
realizado a detalle en diferentes condiciones experimentales a pesar de la gran cantidad de

informacién que genera.
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4, OBJETIVO

Realizar un anlisis comparativo de la distribucion de las longitudes de celulas de
cortex en la zona de crecimiento de la raiz de A. thaliana en alelos de pérdida y ga-
nancia de funcion de XAL1 y WT en dos edades distintas de crecimiento de la

plantula.

Objetivos particulares

e Determinar si el tamafio critico de division celular es afectado en alelos de
ganancia y pérdida de funcion de XAL1, producto de alteraciones en la dura-
cion del ciclo celular.

e Desarrollar una propuesta metodoldgica para delimitar el meristemo en los
diferentes fondos genéticos analizados basandonos en la longitud de las
células de cortex a lo largo de una fila.

e Analizar el comportamiento del meristemo en los distintos fondos analiza-
dos en dos tiempos distintos y determinar si el meristemo ha dejado de cre-

Cer o no.
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5. HIPOTESIS

Los cambios en el balance entre proliferacion y diferenciacion celular de la raiz, asi como
posibles cambios en el tamafio critico de células que entran a la division celular, deberan
reflejarse en la distribucién de las longitudes de las células del meristemo y la ZA.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material vegetal

Todas las lineas estudiadas en este trabajo se encuentran en el ecotipo Col-0. La linea de
pérdida de funcion xall-2 es un alelo de insercion de T-DNA procedente de NASC
429367/GabiKat_306H03 (Tapia-Lopez et al., 2008). La linea 5.2 de ganancia de funcion
35S::XAL1 es una linea 2x (es decir, que tiene dos veces el promotor de 35S) fusionado a

cDNA, generada por Tapia-L06pez et al. (2008).
6.2 Condiciones de crecimiento

Las semillas se esterilizaron en etanol al 100% durante cinco minutos, con agitacion y a
temperatura ambiente. Posteriormente, se colocaron en una solucién de hipoclorito de sodio
y SDS 1% por trece minutos con agitacion. Finalmente se lavaron cinco veces con agua
estéril. Finalmente las semillas fueron incubadas a 4°C durante 24 horas, pasando este
tiempo fueron sembradas en placas de Petri con medio de crecimiento constituido por sales
MS 0.2X (pH 5.6); 1% de sacarosa, 1% de agar, 0.05% de MES y no se adicionaron vita-
minas. Las placas fueron colocadas en una camara de crecimiento a 22°C de temperatura,
con un fotoperiodo de (110 pE m-2 s-1) de 16 hora de luz y 8 horas de oscuridad y mante-

nidas en posicion vertical durante 7 y 9 dias.
6.3 Microscopia

Con el fin de aclarar las raices para poder hacer observaciones bajo el microscopio las
plantulas de 7 y 9 dps se colocaron en reactivo de Herr (Herr, 1971) por un periodo minimo
de 48 horas a temperatura ambiente. Una vez pasado este tiempo se montaron en solucion
de Herr para ser observadas en el microscopio con Contraste Diferencial de Interferencia
(CDI) (Olympus™ BX60). Se tomaron fotografias con objetivos de 20X para el meristemo
y ZA, y 40X para la parte mas distal del meristemo (con una camara RS Photometrics Co-
0ISNAP-Pro COLOR Imaging) desde el apice de la raiz hasta la primer célula de epidermis
que presentara un primordio de pelo radicular (zona madura) de las plantulas aclaradas. Se

analizaron 10 raices por fondo genético en cada una de las 3 repeticiones independientes.
Para preparar 10.5 ml de reactivo de Herr:
o 3 ml de acido lactico al 85%
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e 0.3 g de hidrato de cloral
e 3 mlde fenol
¢ 3 ml de aceite de clavo

e 1.5ml de xileno
6.4 Medicion de las células de cortex en la raiz

Para la medicion celular se utilizé el mismo método que Galinha et al. (2007). Utilizando el
programa Image J se midié secuencialmente la longitud de las células de cortex de una fila,
desde la célula inicial de cortex hasta la célula de cértex adyacente a la primer célula

epidérmica que presentara un bulto de pelo radicular (zona madura).

6.5 Determinacion de la Longitud Celular Estimada en el Limite del Meristemo
(LCELM)

En una fila de cortex se busco la célula més larga en el DPC y se duplico su tamafio para
obtener una Longitud Celular Estimada en el Limite del Meristemo provisional (LCELMp),
a partir de la cual se obtuvo un primer limite, posteriormente se promedi6 la longitud de las
células desde el CQ hasta la LCELMp y se duplicd, para obtener la longitud de la LCELM.
Dicho valor supone la minima longitud que puede presentar una célula para encontrarse

fuera del meristemo.
6.6 Delimitacion de las zonas de la raiz

Mediante la LCELM se hizo una aproximacién de cudl es la célula mas distal que se en-
cuentra fuera del limite del DPC. Para determinar el tamafio del meristemo en cada raiz se
contd el numero de células, desde la inicial de cdrtex hasta la célula anterior a la LCELM.
La ZA se delimito desde la frontera con el meristemo (limite previamente mencionado) has-
ta la célula de cortex adyacente a la primera célula epidérmica que presentara un primordio

de pelo radicular (zona madura).
6.7 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizo con el paquete estadistico R (R Development Core Team,
2012). Para comparar los parametros celulares entre los dias 7 y 9 dps se utilizé la prueba

de Wilcoxon para dos muestras (U Mann-Whitney), y para comparar los parametros celula-
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res entre los fondos xall-2, 35S::XAL1 y WT se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis por ser
un método no paramétrico aplicable a 3 0 mas grupos.
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7. RESULTADOS

7.1 Delimitacion del meristemo

Hasta el dia de hoy, alin no se ha llegado a un consenso sobre el limite de las distintas zonas
en el &pice de la raiz, sobre todo en el limite que separa la zona meristematica de la zona de
diferenciacion. Es complicado delimitar de manera precisa el meristemo debido a que varia
para los distintos tejidos de la raiz (Webster y MacLeod, 1980). Por ejemplo en el caso del
cortex los limites son difusos (lvanov y Dubrovsky, 2012), y se han propuesto distintos
métodos para delimitarlo; que incluyen enfoques citoldgicos, a partir de la tasa de prolifera-
cién celular (Beemster y Baskin, 1997); fisioldgicos, a partir de patrones de expresion

genética (Dello loio et al., 2007); y citométricos, como en el caso del presente trabajo.

En este trabajo se abordo este problema a través de un analisis de la distribucion de
las longitudes celulares, midiendo desde la pared celular més distal a la pared celular mas
proximal de células individuales en una fila de cortex, partiendo de la célula inicial hasta la
célula contigua al nivel en el que se encuentra la primera célula de epidermis que presentara
un bulto de pelo radicular. De esta manera se obtuvo el perfil de longitudes celulares del

meristemo y de la ZA (Fig. 3).

Se designod una Longitud Celular Estimada en el Limite del Meristemo para poder
hacer una aproximacién al limite del meristemo y esto se hizo bajo el criterio: "una célula
cuya longitud es dos veces mayor al l.ri; determinado para una raiz ya no puede encontrarse
dentro de la zona proliferativa" y se designo a la célula que cumpliese con esa caracteristica
como la Longitud Celular Estimada en el Limite del Meristemo (LCELM), tomando como
referencia que tuviera el doble de la longitud de la célula méas larga en el DPC (ver MA-
TERIALES Y METODOS). La célula més larga en este dominio seria la que estd mas
proxima que las demas a dividirse (la que mas se acerca al Inj; 0 lgrit) por lo tanto, al tomar
su longitud y duplicarla se obtiene una longitud considerablemente mayor a la del l¢rit. Aun
cuando no se puede designar el tamafio calculado como el I, esta medida permite delimi-
tar tentativamente el meristemo (DPC y DT), ya que supone que todas las células del DPC
y una parte considerable del DT sean incluidas, a partir de un criterio que si bien es arbitra-
rio, resulta practico porque es reproducible al no depender del criterio de la persona que

analiza el meristemo para delimitarlo.
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Figura 3. Longitud de las células del meristemo y de la ZA expresada como la media en um = el error tipico, y su posicion respecto al CQ. Donde:
A, WT a7y9dps. B, xall-2 a7y 9dps. C, 35S::XAL1 a 7 y 9dps. D, comparacion entre plantulas WT, xall1-2 y 35S::XAL1 a 7 y 9dps. (n=10).
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En la Figura 4 se puede observar la delimitacion del meristemo a partir del criterio
de LCELM (marcada en amarillo), y el limite entre la ZA y la zona madura (marcado en
verde), este Gltimo identificado como la primera célula de epidermis con un bulto de pelo
radicular. Resalta el hecho de que la LCELM se encuentra claramente antes de que se ob-
serve un incremento considerable de la longitud de las células de cdrtex, por lo que en
ningun caso de los analizados dicha célula pertenecio a la ZA. Ademaés se encuentra en la
zona del DT, designada por Ivanov y Dubrovsky (2012), lo que muestra que el criterio de la
LCELM es una buena aproximacion para delimitar el DPC, y por lo tanto para determinar el

tamarfio del meristemo de una forma no arbitraria y sobre todo reproducible.

Para determinar qué tan variable es el valor de la LCELM, se decidi6 analizar los
valores de las LCELM para cada una de las raices individuales. En el Cuadro 1, se presen-
tan los promedios de los valores de la LCELM para los fondos analizados, en 7 y 9 dps en
uno de los experimentos realizados. Lo que es importante destacar, es el hecho de que este
valor tiende a permanecer constante entre las diferentes condiciones experimentales anali-
zadas. Ademas es necesario recordar que toda medicién tiene un grado de incertidumbre?,
en este caso las mediciones tienen un error de £2.5um, por lo que la dispersién del error en
las medidas es mayor que la desviacion tipica mostrada en el Cuadro 1. Con lo anterior se
puede concluir que el valor de la LCELM tiende a permanecer constante entre raices con el
mismo fondo genético, lo que es un argumento muy fuerte en favor de la implementacion
de este método para la delimitacion del meristemo, ya que le confiere reproducibilidad y

facilita el comparar resultados de diferentes experimentos.

Como sugieren Ivanov y Dubrovsky (2012), otra forma de determinar los limites del
meristemo —es decir la zona donde baja la probabilidad de que las células se dividan y a su
vez comiencen a alargarse rapidamente— es a través del perfil de las longitudes de las célu-
las. Estos perfiles de longitudes celulares se obtuvieron para cada una de las raices analiza-
das. En las Figuras 3 y Al se muestran los perfiles de las longitudes de todas las células de

una fila de cortex, desde la célula inicial hasta la zona madura. En estas gréaficas es relati-

2 Ya que no hay una herramienta que permita obtener una medicién exacta de un objeto, todas las
mediciones serdn aproximaciones a la realidad, lo que supone que en toda medicién siempre habra
una incertidumbre. Fue evaluada segun la distancia entre las lineas del reticulo ocular micrométrico.
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Figura 4. Meristemo y ZA a 20x a 7 dps, donde: A, 35S::XAL1. B, WT. y C, xal1-2. Las células
cuya pared estd marcada en amarillo y verde denotan la LCELM y primer bulto de pelo radicular en

célula epidérmica, respectivamente. Barra= 100 um.
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Cuadro 1. Longitud promedio (um) de la LCELM en WT, xal1-2 y 35S::XAL1 a 7 y 9dps (n=10).

7dps (x £ DE) 9dps (x £ DE)
WT 15+1 15+1
xall-2 17+1 18+2
35S::XAL1 14+1 14+1

vamente sencillo identificar visualmente los puntos de inflexion, es decir, donde las longi-
tudes de las células aumentan rapidamente en relacion a su distancia del CQ, es decir, el

limite del meristemo.

Estos perfiles, ademas permiten comparar rapidamente cambios en el tamafio del
meristemo en diferentes condiciones experimentales. Por ejemplo, en las Figuras 3-A, 3-C,
3-D y A1, puede observarse rapidamente que hay un incremento en el tamafio del meriste-
mo de 7 a 9 dps en los fondos WT y 35S:XAL1, al presentarse un desplazamiento a la dere-
cha de dicho punto de inflexion, es decir, en un punto mas lejano al CQ. En la Figura 3-D,
se observa claramente que el meristemo de xall-2 es mas pequefio que en los otros dos fon-
dos tanto a los 7 como a los 9 dps, lo que concuerda con lo previamente reportado por Ta-
pia-Lopez et al. (2008). Lo anterior, muestra que generar estos perfiles de longitudes celu-
lares es una herramienta muy Gtil para analizar el meristemo de las raices. Ademas que los
mismos perfiles permiten delimitar el meristemo a través del criterio de LCELM, que de
hecho marca el limite del meristemo en la zona cercana al punto de inflexion de los perfi-

les.

7.2 Parametros celulares en el meristemo

Habiendo delimitado el meristemo y la ZA a partir de éste metodo se analizaron otros
parametros celulares que pudiesen aportar informacion relevante respecto al I y tamafio
del meristemo. Se decidio analizar a los 7 y 9 dps la longitud de las células meristemati-
cas, que es la longitud desde la pared celular distal a la pared celular proximal en las células
meristematicas (medida en um); la longitud celular maxima en el meristemo, que es la

longitud de la célula més larga registrada en el meristemo (medida en um); y el nimero de
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células en el meristemo, que es el nimero de células desde la célula inicial de cortex hasta
la LCELM.

7.2.1 Parametros celulares en el meristemo concernientes al l¢yit

Aun cuando el Ij; se ha analizado en células de cortex de maiz y trigo (Dobrochaev e Iva-
nov, 2001), hasta la fecha no ha sido analizado en plantas cuyo ciclo celular esta alterado,
por lo cual se incluyo a xall-2 en este proyecto. Como se menciono en la introduccion, el
ciclo celular en el meristemo de la raiz de xal1-2 es de mayor duracion que en el de las rai-
ces WT (Tapia-Lopez et al., 2008).

En la Figura 5 se muestra el perfil de las longitudes de las células meristeméticas de
cortex de una raiz WT representativa. Esta grafica nos muestra la variacion en las longitu-
des de las celulas, a diferencia de lo que se observa en la Figura 3 donde se muestran los
promedios de varias raices. Se espera que las longitudes de las células en el meristemo var-
ien entre dos extremos, la longitud de células que recién se han dividido (el limite inferior),

y la longitud de las células que estan a punto de dividirse (el limite superior).
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Figura 5. Longitud de las células del meristemo expresada en umy su

posicion respecto al CQ en una raiz representativa WT de 7dps.
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En la parte central de la gréafica de la Figura 5 se puede observar que las longitudes varian

entre 4 y 8 um aproximadamente, siendo 7 um el tamafio promedio de las células meris-

tematicas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Longitud promedio (um) de la células meristematicas en plantulas WT, xall-2 y

35S::XAL1 a 7 y 9dps (n=30).

7dps (X £ ET) 9dps (X £ ET)
WT 6.90.1 7.020.1
xall-2 7.9+0.1 8.5+0.1
35S::XAL1 6.9+0.1 6.6 £0.1

Dado que en este trabajo no se usaron marcadores celulares para poder determinar
cuéles células son mitoticas y cuéles estan en interfase, solo contamos con el tamafio de las
celulas como indicador de si las células son o0 no meristematicas y solo podremos tener
aproximaciones al Iy La mejor aproximacion que podemos tener es la de considerar el
tamafo de la célula mas grande que encontremos dentro de los limites del meristemo, una

vez delimitado por el criterio de la LCELM.

La comparacion de las longitudes celulares méximas del perfil de longitudes celula-
res del meristemo en las diferentes condiciones analizadas se muestra en la Figura 6. Esta
comparacion no muestra cambios significativos en el tamafio maximo de las células meris-
tematicas, sobre todo entre WT y xal1-2 a los 7dps, que son los fondos donde Tapia-L6pez
et al. (2008) reportaron que hay una diferencia significativa en la duracion del ciclo celular.
Bajo el supuesto de que no hay cambios en la tasa de alargamiento de las celulas en los dos
fondos, se hubiera esperado una diferencia mayor en el tamafio de las células, al tener mas
tiempo para crecer. Estos datos nos sugieren fuertemente que no hay alteraciones en el I,
en los diferentes genotipos analizadas. A partir de lo previamente establecido hay que con-
siderar que la incertidumbre de nuestras mediciones es + 2.5um, lo que incrementa la varia-

cion que tenemos en nuestras comparaciones, razon por la cual hay que tener cuidado al
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interpretar que en el andlisis estadistico exista una diferencia significativa entre los trata-

mientos a los 9 dps.
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Figura 6. Longitud celular maxima en el meristemo expresada como la media en um % el error
tipico a 7 'y 9dps (n=10) donde la significancia fue de: A, p>0.05. B, p>0.05. C, p>0.05. D, Entre los
fondos WT, xall-2 y 35S::XAL1 (n=10), donde la significancia para 7dps fue de p>0.05, y en 9dps

de p<0.05.

Dado lo anterior, podemos suponer que lo que esta alterado en xall-2 es la tasa de
alargamiento con respecto a las raices WT. Es decir, las células tardan méas tiempo en alcan-

zar el mismo It que en WT, el cual permanece inalterado.

7.2.2 Tamano del meristemo

El tamafio del meristemo en A. thaliana se ha medido por distintos autores (Beemster y
Baskin, 1998; Dello loio et al., 2007) y con distintos criterios a partir de un pardmetro celu-
lar: el nimero de células en una fila de cortex. Dello loio et al. (2007) reportan que el me-
ristemo deja de crecer a los 5 dias post germinacién (dpg), momento en que el meristemo
alcanza un equilibrio entre la proliferacion y la diferenciacion celular y tiene su tamafio

méaximo. Sin embargo, observaciones hechas en el laboratorio sugieren que el meristemo si
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aumenta su tamafio en dias posteriores a los 5 dpg reportados por Dello loio et al. (2007).
Otros grupos también reportaron un incremento en el tamafio del meristemo posterior a los
5 dpg (Beemster y Baskin, 1998).

En el laboratorio se determing si existe 0 no un crecimiento del meristemo posterior
a los 7dps, equivalente a los 5 dpg de Dello loio et al. (2007). Como se menciono anterior-
mente, los perfiles de longitud celular respecto a la posicién (Fig. 3) muestran un aumento
en el namero de células en el meristemo de 7 a 9 dps, tanto en raices WT como en raices
35S::XAL1, no asi en raices xall-2. Este incremento se denota claramente al observarse un
desplazamiento a la derecha del punto de inflexién, lo que indica claramente que el meris-
temo tiene mas células en 9dps que en 7dps, excepto en xall-2.

Usando el criterio de la LCELM para delimitar el meristemo, se obtiene el mismo
resultado. Esto es, que contrastando con lo reportado por Dello loio et al. (2007) y en con-
cordancia con lo reportado por Beemster y Baskin (1998), que en nuestras condiciones ex-
perimentales el meristemo tiene un mayor nimero de células a los 9dps que a los 7dps en
WT, y ademas en este trabajo se aporta que el meristemo de 35S::XAL1 también tiene un
mayor numero de células a los 9 dps respecto a los 7 dps y que en xall-2 esto no sucede
(Fig. 7 y Cuadro 3). Esto nos indica que el meristemo aln sigue creciendo en WT vy
35S::XAL1 después de los 7 dps, mientras que en xall-2 ya ha dejado de crecer. Lo anterior
representa nueva informacién para la caracterizacion de este gen y aporta informacion ne-
cesaria para disefiar experimentos futuros que ayuden a explicar por qué xall-2 presenta

una raiz mas pequefia.

Cuadro 3. Numero de células en el meristemo en WT, xall1-2 y 35S::XAL1 a 7 'y 9dps (n=30).

7dps (x £+ ET) 9dps (x £ ET)
WT 44+1 5142
xall-2 29+1 30+1
35S::XAL1 43+1 50+2
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Figura 7. Numero de células en el meristemo expresado como la media en um = el error tipicoa 7y
9dps (n=10) donde la significancia fue de: A, p>0.05. B, p<0.07. C, p<0.06. D, Entre los fondos
WT, xall-2 y 35S::XAL1 (n=10), donde la significancia para 7dps fue de p<1x10~, y en 9dps de
p<0.0005.
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8. DISCUSION

Si bien, ain no se ha estandarizado un Unico método para delimitar el meristemo, en este
trabajo se propone una alternativa menos costosa y més sencilla. Es importante destacar que
los resultados obtenidos al aplicar este método coinciden con los de un estudio actual inde-
pendiente (Grieneisen et al., 2012) lo cual puede ser un criterio para validar el método que

Ilamamos criterio de LCELM.

Una ventaja del método de la LCELM se vuelve evidente en el analisis de otros fon-
dos genéticos. Normalmente para delimitar el meristemo en otros fondos es necesario gene-
rar lineas con un marcador molecular de meristemo por cada gen a analizar, sin embargo
mediante este método de perfil de longitudes celulares puede delimitarse en diferentes line-
as o fondos genéticos sin necesidad de marcadores, ahorrando tiempo, recursos y evitando
las alteraciones que pudiesen suponer al sistema el incorporar agentes externos. Una vez
obtenido el perfil de longitudes, el meristemo puede delimitarse identificando el punto de
inflexion (lvanov y Dubrovsky, 2012), para lo que se tiene que modelar la curva del perfil
de longitudes, sin embargo eso requeriria de una mayor cantidad de analisis, los cuales

pueden evitarse al delimitarlo mediante la LCELM.

Si bien, el método para delimitar al meristemo propuesto en este trabajo no es absoluto,
se le puede someter a distintas pruebas para validarlo, dentro de las cuales se incluirian ana-
lisis de genes cuyo patrén de expresion esté delimitado para ciertas zonas (DPC, DT o ZA)
0 que estén involucrados en el incremento en la tasa de alargamiento celular. Por tal moti-
Vo se realizaron una serie de experimentos cuyos resultados preliminares utilizando plantu-
las WT con marcador de CCS52A1::GUS parecen validar este método. Y si bien en este
trabajo se utilizé para evaluar el tamafio del meristemo en WT, 35S::XAL1 y xall1-2, puede

utilizarse en cualquier otro mutante y sin la necesidad de marcadores GUS o GFP.

8.1 Parametros celulares en el meristemo concernientes al It

Uno de los ejes principales de la tesis era el evaluar si el I se mantenia aun cuando un

fendmeno tan importante como el ciclo celular se veia alterado y con ese fin se eligio traba-
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jar con xall-2; y para poder delimitar el meristemo se desarrollé el método de la LCELM

segun el criterio que se expone a continuacion.

Ya que el Iy es aproximadamente li; X 2 (Cooper y Hausman, 2009), se busco la
célula mas larga en la parte distal de la zona proliferativa (donde se tiene la certeza de que
las celulas forman parte del DPC) y se duplicé su longitud para obtener la longitud de la
LCELM, de manera que se abarcase no solo la DPC (donde las células miden i, aproxima-
damente), sino también el DT (donde las células miden >liy;) en la que las células, que ain
tienen la capacidad de dividirse, empiezan a alargarse a una tasa mayor. En WT el l; debe
ser aproximadamente el doble de la longitud de una célula en la zona proliferativa del me-

ristemo, las cuales miden 7 um aproximadamente (Cuadro 3).

Segun el método desarrollado en este trabajo, la LCELM en WT a 7dps fue de 15 um
(Cuadro 1), siendo un resultado similar al obtenido por Grieneisen et al. (2012). Beemster y
Baskin (1998) proponen que la LCELM es de 39.5+0.41 um. Dichos resultados estan muy
por encima del I (con longitudes que sobrepasan el doble del I i), o que supone que el
meristemo delimitado por su método abarca una fraccion considerable de la ZA y por lo

tanto no esta delimitando Unicamente al meristemo.

La informacidn proporcionada por este analisis sugiere que el tamafio critico de di-
visién no cambia de manera significativa en los fondos analizados, por lo que la alteracion
en la duracion del ciclo celular en xal1-2 puede deberse a cambios en la tasa de crecimiento
de las células en el meristemo. Ademas, el anélisis temporal mostré que los meristemos WT
continuaron creciendo después de 7 dps —contrario a lo publicado previamente por Dello
loio et al. (2007)— no asi los meristemos de xal1-2. Todo lo anterior constituye una impor-
tante aportacion a la caracterizacion de la funcion de XAL1 en la regulacion de la homeos-

tasis celular en el meristemo apical de la raiz de A. thaliana.

Al analizar las longitudes de las células en los meristemos de raices WT y de xal1-2
esperdbamos encontrar alguno de los siguientes escenarios: si no se observaban diferencias
claras en el tamafio de las células meristematicas en los fondos genéticos con duracion del
ciclo celular distintas, los cambios en la duracion del ciclo celular podrian deberse a dife-
rentes tasas de alargamiento en dichas células; en cambio, si se lograban observar cambios

significativos en la longitud de las células meristeméticas la tasa de alargamiento de las
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células probablemente no estaria alterada, y si se haya alterado el I, debido tal vez a alte-
raciones en los mecanismos que tienen las células para percibir su tamafio. Los resultados
de éste trabajo muestran que el It No esta alterado y es, por lo tanto, una diferencia en la

tasa de alargamiento de las células lo que tiene como resultado un ciclo celular méas largo.
8.2 Tamafio del meristemo

Segun lo reportado por Dello loio et al. (2007), el meristemo de la raiz de A. thaliana al-
canza su mayor tamafio a los 5 dpg a pesar de que habia un reporte previo de Beemster y
Baskin (1998) en donde reportaron que el meristemo sigue creciendo de 8 a 10 dps. En el
laboratorio se sabia de manera preliminar que el meristemo sigue aumentando su tamafio
después del séptimo dia post siembra (Mario Pacheco, datos no publicados); por lo que en
éste trabajo se establecié un método que permitiese evaluar el incremento en el tamafio del
meristemo. Es importante aclarar esta disparidad, ya que en la actualidad se siguen citando
los resultados de Dello loio et al. (2007), y esto supone un velo conceptual para la investi-
gacioén sobre la biologia de la raiz. La diferencia entre los resultados obtenidos por Dello
loio et al. (2007) y Beemster y Baskin (1998) respecto al crecimiento del meristemo bien
puede deberse al método que utilizaron para delimitar la zona meristematica o a diferencias

en las condiciones de crecimiento.

En este trabajo, el nimero de células en el meristemo, que es el pardmetro utilizado
por otros autores (Beemster y Baskin, 1998; Dello loio et al., 2007; Moubayidin et al.,
2010) para medir el tamafio del meristemo, incrementd de manera significativa del dia 7 al
dia 9 dps tanto en WT como en la linea 35S::XALL. Por lo tanto, concluimos que en nues-
tras condiciones experimentales el meristemo sigue creciendo después de los 7 dps, y que
no alcanza su tamafio maximo en este tiempo segun lo reportado por Dello loio et al.
(2007). En éste trabajo se registré un promedio de 50 células meristematicas a los 7dps en
WT, que incrementd a 57 células a los 9 dps. Beemster y Baskin (1998), también proponen
un incremento de celulas en el meristemo, de 52+3 células a los 8dps, a 70+3 células a los
10dps; pero ambos resultados contrastan con los de Dello loio et al. (2007), quienes repor-
tan que a los 7 dps, cuando se activa la expresion de ARR1, el meristemo alcanza su tamafio
final en el que cuenta con 30 células y que en este punto se alcanza el equilibrio entre la

tasa de division celular y la tasa en la que las células pasan de la zona proliferativa del me-
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ristemo a la zona de alargamiento. Haciendo un analisis del reporte previamente menciona-
do, observamos que no cuentan las células posteriores a la 30 como parte del meristemo y
por tanto no incluyen la zona mas proximal y creemos que la diferencia en sus resultados y
los obtenidos por Beemster y Baskin (1998) y el presente trabajo radica en su forma de de-

limitar al meristemo.

La tasa de produccion celular es el incremento en el nimero de células producidas
por el meristemo por unidad de tiempo (Webster y MacLeod, 1980) y dicho parametro es
menor en xall-2 que en WT y 35S::XAL1. Esto se explica porque las plantulas de xall-2
poseen un numero significativamente menor de células meristematicas, lo cual puede de-

berse a que XAL1 podria estar regulado por las citocininas (Tapia-Lo6pez et al., 2008).

Es importante resaltar que aun cuando el método utilizado por Tapia-L6pez et al.
(2008) para delimitar el meristemo es distinto, ya que utiliza como parametro el encontrar
una célula cuya longitud sea més del doble de la longitud de su célula vecina mas distal, los
resultados de este trabajo van acorde a lo reportado previamente por ellos respecto al meris-
temo de xall-2 en comparacién al WT, aungue en éste trabajo ademas se incluyeron los
analisis de la linea de sobreexpresion 35S::XALL1 y de los tres fondos a los 7 y 9 dps. Los
analisis de 35S::XAL1 muestran que no hay diferencias significativas entre esta linea de
sobreexpresion y WT. Segun Tapia-L6pez et al. (2008) el meristemo de xall1-2 tiene un
menor numero de células en comparacion al WT, lo cual concuerda con los resultados de
este trabajo en ambos tiempos. Es relevante destacar que los analisis de la distribucion de
longitudes celulares muestran que el meristemo de xall-2 deja de crecer a los 7 dps o antes,
a diferencia de los fondos WT y 35S:XALL1 en los que sigue creciendo (Figs. 2D, 6D y 7D).
Resulta interesante saber el momento en que este equilibrio prematuro de xall-2 se alcanza,
pues esta informacion serviria para guiar las investigaciones fisiol6gicas y moleculares que
puedan determinar con mayor precision las causas del fenotipo de raiz corta de xall-2, y

por lo tanto permitan comprender mas a fondo la funcion de XAL1.
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9. CONCLUSIONES

El criterio de la LCELM constituye una propuesta Gtil para delimitar de manera sen-
cilla, poco costosa, y sobre todo reproducible el limite del meristemo apical de la
raiz de Arabidopsis thaliana.

No hay diferencia significativa en los parametros celulares analizados entre WT y
35S::XAL1.

El meristemo de A. thaliana tanto en WT como en 35S::XAL1 crece después de los 7
dps. Lo cual no ocurre en xall-2.

El lcrit de division no se alterd significativamente en los fondos y tiempos analiza-

dos.
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Figura Al. Longitud de las células del meristemo y la ZA expresada como la media en um % el error tipico, y su posicion respecto al CQ en
plantulas individuales WT. Donde: A, 7dps. B, 9dps. C, comparacién entre plantulas de 7 y 9dps.
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Cuadro 1a - Andlisis morfométrico del meristemo apical de la raiz haciendo una comparacion entre los tiempos 7 y 9 dps en las plantulas de cada fondo (WT,
35S::XAL1 y xall1-2) del experimento 1. Media (x) y error tipico (EE), (n=10).

xall-2 WT 35S::XAL1
Parametros p-value 7dps (x £ EE) 9dps (x = EE) p-value 7dps (x £ EE) 9dps (x = EE) p-value 7dps (x £ EE) 9dps (x £ EE)
Longitud de | 0.002 7.5+0.2 8.3+0.2 1 6.8+0.1 6.8+0.1 0.0001 6.9+0.1 6.5+0.1
células  meris-
tematicas
No. de células | 0.2 31.8+1 34.6+1.4 0.01 46.9+1.5 53.2+1.5 0.03 445+1.2 53+3.1
en el meristemo
Longitud celu- | 0.05* 15+0.3 15.6+0.7 0.7 12.3+0.7 12.6+0.6 0.2 13+0.7 12.3+0.4
lar maxima en
el meristemo

Cuadro 1b — Analisis morfométrico del meristemo apical de la raiz haciendo una comparacion entre los tiempos 7 y 9 dps en las plantulas de cada fondo (WT,
35S::XAL1 y xall1-2) del experimento 2. Media (x) y error tipico (EE), (n=10).

xall-2 WT 35S::XAL1
Parametros p-value 7dps (x £ EE) 9dps (x £ EE) p-value 7dps (x £ EE) 9dps (x £ EE) p-value 7dps (x£ EE) | 9dps (x + EE)
Longitud pro- | 0.6 8.2+0.2 8.4+0.2 0.8 7.5+0.1 7.5+0.1 0.06* 7.240.1 6.82+0.1
medio de célu-
las meristemati-
cas
No. de células | 0.4 26.6+0.8 28.1+1.3 0.07* 36.1+2 42.5+2.2 0.06* 35.4+1.5 41+2.3
en el meristemo
Longitud celu- | 0.1 13.7+0.8 15.51+0.8 0.8 13.5+0.7 13.6+0.4 0.04 13.5+0.5 12.1+0.5

lar maxima en
el meristemo
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Cuadro 1c — Analisis morfométrico del meristemo apical de la raiz haciendo una comparacion entre los tiempos 7 y 9 dps en las plantulas de cada fondo (WT,
35S::XAL1 y xall1-2) del experimento 3. Media (x) y error tipico (EE), (n=10).

xall-2 WT 35S::XAL1
Parametros p-value 7dps (x £ ET) 9dps (x £ ET) p-value 7dps (x £ ET) 9dps (x £ ET) p-value 7dps (x £ ET) 9dps (x £ ET)
Longitud pro- | 0.004 8+0.2 8.7£0.2 0.03 6.7+0.1 6.9+0.1 0.3 6.6+0.1 6.6+0.1
medio de célu-
las meristemati-
cas
No. de células | 0.04 28.5+1.1 32.4+1.3 0.03 49.6+1.7 56.5+2 0.06* 49.8+1.8 57.4+2.8
en el meristemo
Longitud celu- | 0.1051 13.8+0.7 15.3+0.6 0.4 13.4+0.5 13.1+0.4 1 12.6+0.3 12.9+0.8
lar maxima en
el meristemo

Cuadro 2a —Anélisis morfométrico del meristemo apical de la raiz haciendo una comparacion entre los fondos WT, 35S::XAL1 y xall-2 en cada tiempo (7 y 9
dps) del experimento 1. Media (%) y error tipico (EE), (n=10).

7dps 9dps
Parametros p-value xall-2 (x £ ET) WT (x £ ET) 35S::XALL (x + ET) p-value xall-2 (x = ET) | WT (x+ET) 35S::XAL1 (x £ ET)
Longitud pro- | 0.0009 7.5+0.2 6.8+0.1 6.9+0.1 2.2e-16 8.3+0.2 6.8+0.1 6.5+0.1
medio de célu-
las meristemati-
cas
No. de células | 5.017e-05 31.8+1 46.9+1.5 44.5+1.2 0.0001 34.6+1.4 53.2+1.5 53+3.1
en el meristemo
Longitud celu- | 0.001 15+0.3 12.3+0.71 13+0.7 0.002 15.6%0.7 12.6+0.6 12.3+0.4

lar maxima en
el meristemo
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Cuadro 2b — Anélisis morfométrico del meristemo apical de la raiz haciendo una comparacion entre los fondos WT, 35S::XAL1 y xall-2 en cada tiempo (7 y 9
dps) del experimento 2. Media (x) y error tipico (EE), (n=10).

7dps 9dps
Parametros p-value xall-2 (x £ ET) WT (x £ ET) 35S::XALL (x + ET) p-value xall-2 (x £ ET) | WT (x£ET) | 35S::XAL1 (x+ET)
Longitud pro- | 3.782e-09 8.2+0.2 7.5+0.1 7.240.1 3.819%-12 8.4+0.2 7.5+0.1 6.8+0.1
medio de célu-
las meristemati-
cas
No. de células | 1.062e-05 26.6+0.8 36.1+2 35.4+1.5 0.0003 28.1+1.3 42.5+2.2 41+2.3
en el meristemo
Longitud celu- | 0.9 13.7+£0.8 13.5%0.7 13.5%0.5 0.005 15.5+0.8 13.6+0.4 12.1+0.5

lar maxima en
el meristemo

Cuadro 2c — Analisis morfométrico del meristemo apical de la raiz haciendo una comparacion entre los fondos WT, 35S::XAL1 y xal1-2 en cada tiempo (7 y 9
dps) del experimento 1. Media (x) y error tipico (EE), (n=10).

7dps 9dps
Parametros p-value xall-2 (x £ ET) WT (x £ ET) 35S::XAL1 (x £ ET) | p-value xall-2(x+ET) | WT (x£ET) | 35S::XAL1 (x+ET)
Longitud pro- | <2.2e-16 8+0.2 6.7+0.1 6.6+0.1 <2.2e-16 8.7+0.2 6.9+0.1 6.6+0.1
medio de célu-
las meristemati-
cas
No. de células | 5.856e-05 28.5+1.1 49.6£1.7 49.8+1.8 6.064e-05 32.4+1.3 56.5+2 57.4+2.8
en el meristemo
Longitud celu- | 0.2 13.8+0.7 13.4+0.5 12.6+0.3 0.02 15.3+0.6 13.1+0.4 12.9+0.8

lar maxima en
el meristemo
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Figura A2. Longitud de células meristematicas expresada como la media en um = el error tipico a 7
y 9dps (n=10) en el Experimento 1, donde la significancia fue de: A, p>0.05. B, p<0.005. C,
p<0.0005. D, Entre los fondos WT, xal1-2 y 35S::XAL1 a 7dps (n=10), donde la significancia para
7dps fue de p<0.005 y de 9dps fue de p<2.2x10™*°,
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Figura A3. Longitud de células meristematicas expresada como la media en um = el error tipico a 7
y 9dps (n=10) en el Experimento 2, donde la significancia fue de: A, p>0.05. B, p>0.05. C, p<0.06.
D, Entre los fondos WT, xal1-2 y 35S::XAL1 a 7dps (n=10), donde la significancia para 7dps fue de
p<4x107®y de 9dps fue de p<4x10™2
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Figura A5. Numero de células en el meristemo expresado como la media en um = el error tipico a 7
y 9dps (n=10) en el Experimento 3, donde la significancia fue de: A, p<0.05. B, p<0.05. C, p<0.06.
D, Entre los fondos WT, xall-2 y 35S::XAL1 (n=10), donde la significancia para 7dps fue de
p<0.0001, y en 9dps de p<0.0001.
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51



	Portada

	Tabla de Contenido

	1. Lista de Abreviaciones

	2. Introducción 

	3. Justificación 

	4. Objetivo 

	5. Hipótesis

	6. Materiales y Métodos

	7. Resultados

	8. Discusión 

	9. Conclusiones 

	10. Referencias

	11. Apéndice


